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Penicillium marneffei

1. Introduccion

Las infecciones causadas por agentes oportunistas son de gran importancia en la
actualidad debido al aumento de enfermedades autoinmunes, entre ellas el
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) que es una pandemia que aun

no se ha logrado controlar.

Penicillium marneffei es un hongo dimorfico oportunista causante de una
infeccion profunda o sistémicd, la cual se ha incrementado los Ultimos afios entre
pacientes inmunodeprimidos, especialmente en los enfermos de SIDA; aunque

también es factible encontrarse entre pacientes inmunocompetentes!".

Desde el descubrimiento de Penicillium marneffei por Caponni, Sureau y
Segretain, a partir de la rata de bambu en 1956 y hasta la actualidad, se han
realizado diversos estudios acerca de la morfologia, epidemiologia, patogenia y
aspectos clinicos, con el fin de tener un mejor entendimiento del mismo y mejorar
las pruebas diagnoésticas para dar a los pacientes un rapido y eficaz tratamiento

asi como encontrar los métodos de profilaxis adecuados®®>*,

Aunque la mayoria de los casos registrados se han encontrado en paises
del sudeste de Asia, esta infeccion se esta expandiendo rapidamente, por lo
tanto es probable que en poco tiempo se encuentren casos en México, o que tal
vez ya existan pero no estén diagnosticados debido a que la sintomatologia de
la infeccion ocasionada por Penicillium marneffei muchas veces es confundida

clinica y microbiolégicamente con tuberculosis o con histoplasmosis, entre otros.

Penicillium marneffei crece como micelio a 25°C, pero en el cuerpo
humano se encuentra como levadura a 37°C, siendo la Unica especie de

Penicillium capaz de ser dimérfical®.
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Los sintomas producidos por la infeccién de Penicillium marneffei son
poco especificos, estos pueden ser fiebre, pérdida de peso, cefalea, y malestar
general, asi como algunas manifestaciones cutaneas; ademas se puede

diseminar facilmente a diversos érganosls].

Para el estudio de Penicillium marneffei se pueden recoger diferentes
muestras dependiendo del lugar de la infeccion, éstas son: biopsias,
expectoracion, material purulento y sangre; las cuales se examinan por métodos
microbiolégicos como tinciones y cultivos, o por métodos inmunolégicos o

pruebas genéticas, los cuaies son cada vez mas rapidos y precisos”'al.

El tratamiento para las infecciones producidas por Penicillium marneffei

es generaimente anfotericina B sin embargo la literatura recomienda dar

seguimiento con itraconazol para evitar recaidas’®®".
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2. Objetivos

OBJETIVO GENERAL:

= Realizar una revision bibliografica sobre los estudios efectuados a Penicillium
marneffei para tener un panorama general del posible alcance de las

infecciones provocadas por el mismo.

OBJETIVOS PARTICULARES:

e Hacer una sintesis de los conocimientos obtenidos hasta el momento acerca

de Penicillium marneffei, que sirva como referencia de estudio.
* Revisar los diferentes métodos de diagnéstico para esta infeccion.
o Conocer la importancia y magnitud de las infecciones por Penicillium

marneffei, para lograr una adecuada profilaxis en pacientes

inmunocomprometidos.
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3. Definicién de la infeccion ocasionada por Penicillium marneffei

La peniciliosis marneffeil’"! es una micosis sistémica ocasionada por un hongo
oportunista dimérfico hialohifomiceto, Penicillium marneffei, que afecta
generaimente a individuos infectados con el virus de inmunodeficiencia humana y
otros pacientes inmunocomprometidos; también han sido reportadas infecciones
en individuos aparentemente inmunocompetentes y en roedores'. Presenta una

zona endémica localizada en el sudeste de Asia y sur de China.
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4. Antecedentes histoéricos

Penicillium marneffei fue descrito por primera vez en 1956, después de su
aislamiento a partir de los 6rganos internos de una rata de bambu (Rhizomys
sinensis)®™ en las tierras altas de Vietnam central, en un laboratorio de conducta
animal”, donde se realizaban estudios de patogenicidad en ratas infectadas que
después fueron enviadas al Instituto Pasteur en Paris para una investigacion mas

detallada®.

Tres afios después, en 1959, Segretain' identificé una nueva especie
de hongo y lo illamé Penicillium marneffei en honor del Dr. Hubert Marneffe,
director del Instituto Pasteur de Indochina; sin embargo, su patogenicidad en
humanos no se establecié hasta que accidentalmente el propio Segretain se
pinché el dedo con una aguja que usaba para transmitir el hongo a hamsters de

laboratorio, en el mismo afio 4.11.12]

. Nueve dias después de la inoculacion
aparecié un pequefio nédulo en el dedo y se presentd linfoadenopatia axilar
encontrandose a Penicillium marneffei en estudios del material purulento
obtenido del sitio de infeccién. Este se consideré el primer caso de infeccién por

inoculacion accidental en humanos.

El primer caso reportado de infeccién natural en humanos se present6
por Disalvo y Ajello (1973), en un individuo de 61 afios, misionero de Estados
Unidos que habia viajado al sudeste de Asia dos afios antes de que se le
diagnosticara la infeccion por Penicillium marneffei durante una esplenotomia
que le fue practicada como terapia para su enfermedad de Hodking. La
peniciliosis marneffei se manifesté como una masa en el lado izquierdo del cuello

1341 Se realizé un

y una masa de tejido nodular con centro supurante en el bazo
cultivo, en medio Saboraud dextrosa agar (SDA) incubado a 37°C, de material
purulento extraido del bazo del paciente, encontrandose crecimiento de
levaduras de Penicillium marneffei, el mismo hallazgo se confirmé en agar sangre

y caldo tioglicolato ™.
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Afios después, a principio de los ochentas, se reportaron varios casos de
peniciliosis marneffei en el sudeste de Asia, nueve de ellos en pacientes con
SIDA, comenzando a relacionarse con esta pandemia. En 1984 se report6 otro
caso en Estados Unidos, en un individuo que viajaba constantemente al sudeste
de Asia y que desarrollé episodios recurrentes de hemoptosis, encontrandose
formas levaduriformes de Penicillium marneffei en su esputo. Deng y Connor'*'"!
reportan dieciocho casos entre habitantes de la provincia de Guangxi, China, que
acostumbraban atrapar y comer ratas; el hongo pudo ser inhalado causando una
infeccion primaria pulmonar, o pudo haber sido ingerido e invadié intestino e
higado. Durante esta década se siguieron reportando nuevos casos en paises
como Tailandia, Estados Unidos y algunos lugares en Europa, manifestandose
principalmente en pacientes ViH-positivos que habian viajado al sudeste de

Asial2*11:12

Un descubrimiento significativo se presentd cuando un médico del
Congo, VIH-positivo, se infecté con Penicillium marneffei durante un curso de
microbiologia tropical en el Instituto Pasteur aun cuando el hongo no fue tocado
directamente por sus manos; se presume que fue adquirido de un aerosol que
contenia a Penicillium marneffei. Este caso ilustré la potencial ruta de infeccion

respiratoria[‘”.

En los noventas los casos de peniciliosis marneffei se incrementaron en
forma notable!"*”, tan sélo el hospital Universitario de Chiang Mai, al norte de
Tailandia, reporté 550 casos de infeccion por Penicillium marneffei entre 1991 y
1994 ['*'l: convirtiéndose en una micosis sistémica emergente y reconociéndose
como una infeccion oportunista. En 1999 se reportaron los primeros cuatro casos

en Manipur, noreste de la India®.

Antes de la era del SIDA, las infecciones por Penicillium marneffei
ocurrian en pacientes sanos e inmunocomprometidos. Actualmente en el norte

de Tailandia esta peniciliosis es la tercera infeccion oportunista mas comun entre

7
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pacientes VIH-positivos, después de la tuberculosis extrapulmonar y la meningitis

|[1 ,18,20]

criptococa . La enfermedad fue designada recientemente como marcador

de SIDA, por el Ministerio Publico de Salud de Tailandia ['82%#"%3,

Son cada vez mas frecuentes los reportes de infecciones por Penicillium
marneffei en pacientes que han viajado a regiones endémicas de distintos
lugares del mundo, por lo tanto, el nimero de casos estd incrementase

dramaticamentel’.
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5. Agente etiolégico

Penicillium marneffei es un hongo intracelular “facultativo que crece en forma
de micelio en un ambiente con temperatura de 25 a 28°C (forma sapréfita),
muestra tipicos conidiéforos acojinados (figura 1) y produce un pigmento rojo-
vino profundo soluble en agua que se difunde en medio de agar;, mientras que de
35 a 37°C in vitro o in vivo se convierte en un hongo levaduriforme (forma
parasitaria) (figura 2) exhibiendo células esféricas o elipsoidales que miden de 2
a 3um por 2 a 6um, las cuales se multiplican por fisién transversa ["*#%. Es Ia
unica especie del genero Penicillium que presenta dimorfismo (paso de forma
micelial a levaduriforme) (figura 3), dependiendo de la temperatura del medio

donde se encuentre 11325281

conidia fialide

conidiéforo esterigma

Figura 1. Forma miceliar de Penicillium mameffefSamson et . 1984]

= "
Figura 2. Tincion con algodon azul de lactofenol del hongo Penicillium mameffei en su
fase levaduriforme. Aumento de 600x. [S2mson etal. 1984]

9
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Figura 3. Transicion de Penicillium marneffei (de

levadura a hifa) regulada por temperatura (52" et al. 1984]

Cuando Penicillium marneffei es sembrado en agar glucosa Saboraud a
25°C, después de dos semanas se forman colonias blanco-grisaceas, con un
diametro de 35 a 40mm, y con un pigmento rojo difundido en el medio; como los
conidiéforos maduran, la superficie de las colonias toma un tono azul-verdoso.
Microscopicamente las colonias consisten en una hifa ramificada y septada con
conidiéforos laterales y terminales, los cuales tienen verticilios terminales con tres
a cinco esterigmas. El fruto del esterigma tiene de cuatro a siete fialides, cada
una de las cuales produce largas cadenas de conidias no ramificadas
basipetales. Las conidias son ovaladas, frecuentemente tienen disyunciones

prominentes y miden 2 a 4um X 2 a 3um.

Las colonias que crecen a 37°C tienen apariencia suave, color blanco y

superficies convolucionadas. Inicialmente la hifa se vuelve pequefia, mas
10



Gabriela Sinchez Diaz

septada y ramificada y no desarolla conidiéforos. Después de dos semanas
cambian a células levaduriformes esféricas o elipsoidales de 2 a 6um de largo y

se dividen por fision('""17-2-28],

En el més reciente estudio taxondmico de especies pertenecientes al
genero Penicillium, hecho por Piten 1994, se ubica a Penicillium marneffei en el
subgenero Biverticillium debido a que sus conidiéforos son frecuentemente

biverticilados y su crecimiento en medio G25N es débil 2.

La clasificacion taxonémica de Penicillium marneffei es la siguiente:

Reyno: Fungi

Divisién: Ascomycota
Clase: Euascomycetes
Orden: Eurotiales
Familia: Trichomaceae
Género: Penicillium
Subgénero:||Biverticillium
Especie: marneffei

Se encuentra como reservorio natural a las ratas de bambi y el

excremento de las mismas que se encuentra en las madrigueras el

11
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6. Epidemiologia
6.1 . Distribucién Geografica

Las zonas endémicas donde se ha reportado una mayor incidencia de casos de
infecciones por Penicillium marneffei, son principalmente el sudeste de Asia,
particularmente  Vietnam y Tailandia, también es endémico de Guangxi
(provincia de China) y Hong Kong. Se han reportado como probables sitios
endémicos: Laos, Singapur, Camboya, Malasia, Burma, Indonesia e India !'?°

(Figura 4).

También se han encontrado casos de peniciliosis marneffei en pacientes
de paises como ltalia, Inglaterra“zl, Canada, Francia, Holanda, Suiza y Estados

Unidos que no adquirieron la infeccién en estos paises sino que habian viajado a
[1.20]

zonas endémicas de la infeccion

Figura 4. l}/tl)apa de ch>rh1nas E?déwi_cas p?La kong]
PenICIIIIum mameffel epartament o 1Crobiotogy, nlversnyo ong Kong

12
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6.2 . Habitat y fuente de infeccién

Comunmente se encuentra a Penicillium marneffei en el ambiente de las zonas
endémicas y ha sido aislado de ratas de bambu (Figura 5). Se han hallado como
hospederos del hongo tanto a humanos como a ratas de bambu (Rhizomys
sinensis) en Vietnam, (Rhizomys pruinosus senex) ¥?' en China vy (Rhizomys

(1111930 "on |as cuales

sumatrensis y Cannomys badius) en el norte de Tailandia
ha podido ser aislado de higado, pulmén y bazo, asi como de heces en sus
madrigueras. Se cree que la costumbre asiatica de comer ratas de campo puede
ser otra fuente de infeccidn, debido al contacto directo con madrigueras, heces y
6rganos del animal®!. Tuan y Duong en 1996, propusieron que tanto humanos
como ratas se infectan de una fuente ambiental en comun, contrario a la creencia

de que la via de infeccion es de las ratas de bambu hacia el hombre!"'"927),

[Departament of Microbiology, University of Hong Kong]

Figura 5. Rata de bambu.

13



Penicillium marneffei

6.3 . Viade entrada

No se ha determinado una ruta definitiva de transmisién''!, pero se ha sugerido

que este organismo puede ser adquirido por tres vias diferentes:

1. Inhalacion por medio de aerosoles en el ambiente de las zonas
endémicas, o en laboratorios donde existan cultivos microbiolégicos de
Penicillium marneffei.

2. Viaoral en personas que acostumbran comer ratas de campo.

3. Infeccién cutdnea a través de heridas de la piel por contacto directo con
ratas, enfermos o accidentes de laboratorio. Es muy probable que ésta

sea la via que sigue la infeccion. Es similar a las micosis subcutaneas.
6.4 . Sexoyedad

Se puede presentar en ambos sexos, aunque aproximadamente un noventa por
ciento de los pacientes con peniciliosis marneffei han sido del sexo masculino®?.
Las edades se encuentran en el rango de 3 meses a 72 afios, segun lo reportado

por Duong en 1988.
6.5 . Ocupacién yraza

No se ha encontrado susceptibilidad especifica hacia una raza determinada a
pesar de que la infeccion sea endémica de Asia, cabe mencionar que se han

encontrado pacientes de diversas razas en diferentes partes del mundo.
6.6 . Periodo de incubacién

Aln no esta bien determinado pero el progreso de la infeccién depende mucho
del estado inmune del paciente y probablemente influya de manera directa el

tamario del inéculo &%,

14
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6.7. Factores predisponentes

La incidencia de Penicillium marneffei como agente oportunista en pacientes
inmunocomprometidos con enfermedades como SIDA (principalmente), céncer,
lupus, linfoma Hodking, etc. es del 80 %; aunque la infeccion se puede encontrar
también en pacientes inmunocompetentes que estén en contacto con el hongo, y

20 encontraron

que viven o vivieron en zonas endémicas. Supparatpinyo et al.
que hay una correlacion entre el incremento de peniciliosis marneffei y la

pandemia de SIDA.

Chariyalertsak y colaboradores realizaron estudios sobre la influencia de
la variacion climatica en la incidencia de infecciones ocasionadas por Penicillium
marneffei y observaron un incremento de estas en la época de lluvias, lo cual

probablemente sea un factor predisponente de importancia epidemiological’®*.

15
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6.8. Frecuencia

Se ha observado una répida aceleraciéon en el nimero de casos de peniciliosis
marneffei en areas endémicas y una progresiva extension a otras areas del
mundo debido, principalmente, al aumento en la frecuencia de pacientes VIH-

[4,8,34,35)

positivos , la apertura de fronteras para la inmigraciéon y los viajes

intercontinentales®.

En el sudeste de Asia es la tercera infeccion oportunista mas comuan entre

pacientes VIH-positivos!"'”. En Tailandia se han reportado de 3 a 4.2% de

pacientes con SIDA que presenta infeccion por Penicillium marneffei.

16
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7. Patogenia

No se conocen exactamente los mecanismos mediante los cuales Penicillium
marneffei produce enfermedad, pero a partir de los conocimientos sobre
infecciones ocasionadas por otros hongos patégenos, Serrat et al. B37) (2002)
dedujeron que se lleva a cabo de la siguiente manera: las conidias penetran al
cuerpo generalmente por via respiratoria y comienzan a expresar mecanismos
de patogenicidad microbiana, como su transformaciéon en blastoconidias,
interactuando con los sistemas de defensa especificos e inespecificos del
hospedero, lo cual es muy importante para determinar si la curaciéon sera

espontanea o si la enfermedad aparece®®®.

El estado inmunitario del hospedero es muy importante en la evolucion
de la peniciliosis marneffei, segin lo demuestran estudios clinico-
epidemiolégicos, sobre todo en pacientes con inmunodeficiencia de células T
(sintetizadoras de anticuerpos), como los infectados por el VIH que generalmente
presentan un conteo celular de menos de 100 linfocitos CD4/mm*: es decir, esta
enfermedad se manifiesta mas en el SIDA C(1,2,3= donde las células CD4 son

menores a 200).

Penicillium marneffei, a diferencia de otros hongos dimérficos, es un
organismo de baja virulencia y oportunista; experimentalmente se ha podido

comprobar en estudios de laboratorio que es capaz de:

a) Interaccionar con la células del hospedero,

b) Captar hierro, ya que la disponibilidad de éste es esencial para su
[39]
VY

c) Infectar a las células del sistema monocitico-macrofagico

sobrevivencia en el cuerpo humano
15,9,35]

En pacientes inmunosuprimidos que presentan manifestaciones
pulmonares Serrat, et. al. ®”) (2002) sugieren que después de la inhalacion de las

conidias, éstas se transportan a los bronquiolos, posteriormente a los alvéolos y

17
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finalmente se alojan en los vasos linfaticos pulmonares, donde se fijan a las
células pulmonares por medio de laminina y fibronectina de la matriz extracelular

(84041 gi no existe una

mediante un proceso dependiente del acido sialico
respuesta inmunolégica mediada por anticuerpos, las conidias acumuladas son
fagocitadas por los macrofagos alveolares, aunque esta respuesta es mucho
menor a la producida cuando son opsonizadas y no hay producciéon de TNF- a
facilitando la produccion de las conidias y su posterior multiplicacion intracelular,
la cual es dependiente de los sideréforos, ya que se ha observado que la
actividad del macréfago es menor en presencia de hierro; sin embargo, el cuerpo
trata de compensar la deficiencia de anticuerpos usando alternativas para
controlar la infeccion, como la actividad fungicida del aniéon superéxido
macrofagico o el uso de citocinas proinflamatorias (GM-CSF, G-CSF, IL-8, TNF-
a) que estimulan a los leucocitos neutréfilos (una clase de leucocitos) para que

inhiban la produccién de las conidias fagocitadas, aunque no las destruyen®®*3.

En pacientes inmunocompetentes con condiciones homeostaticas
optimas, las conidias después de entrar al cuerpo y alojarse en los pulmones,
son fagocitadas por los macréfagos y se induce una respuesta inmunitaria T-
dependiente que genera la sintesis de anticuerpos especificos, los cuales
opsonizan a las conidias facilitando los mecanismos de la fagocitosis y la sintesis
de TNF-amacrofagico, desarrolldndose una reaccién tipo granulomatosa que
finaliza en una curacién de la sintomatologia clinica, pero no microbiolégica, lo
cual provoca que Penicillium marneffei continGe latente y la peniciliosis marneffei
pueda reactivarse posteriormente en el paciente si llega a presentar alguna

inmunodeficiencia!®*®

. Se ha demostrado que Penicillium marneffei puede ser
considerado un patégeno primario de baja virulencia en personas

inmunocompetentes®?, esto sin duda por su capacidad dimérfica.

Han sido descritos tres tipos de reacciones inflamatorias histopatolégicas

producidas por Penicillium marneffei: """

18
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1. Granulomatosa. En pacientes inmunocompetentes. Se observa
principaimente en el sistema reticuloendotelial y la respuesta inmune es
mediada por células. El granuloma esta formado por histiocitos
(macrofagos), células epiteliales, linfocitos, células plasmaticas vy
ocasionalmente células gigantes. Penicillium marneffei invade y se
multiplica en los histiocitos, los cuales se elongan y reproducen para
ajustarse a la proliferacion del hongo; como el granuloma histiocitico se
expande, su centro se vuelve necrético, los organismos son liberados y
los neutréfilos se acumulan y forman un abceso central. La reaccion
puede ocurrir en cualquier érgano de sistema mononuclear fagocitico.

2. Supurativa. En pacientes inmunocompetentes. Mdltiples abcesos se
desarrollan en una variedad de 6rganos, comunmente pulmoén, piel,
higado y tejido subcutaneo. La supuracién es una reaccion inflamatoria
que envuelve los neutréfilos y fibrina de las numerosas células
levaduriformes.

3. Anérgica y necrosante. En pacientes inmunosuprimidos, como parte de
una respuesta anérgica principalmente localizada en higado, pulmén y
piel. Se caracteriza por una necrosis focal rodeada por histiocitos
distendidos por la proliferacion del hongo y una infiltracién tisular difusa

de macréfagos repletos de artroconidias.
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8. Aspectos clinicos

La infeccién por Penicillium marneffei puede cursar de manera crénica o aguda
dependiendo de! estado de salud del paciente como factor predisponente, y
aunque predomina en pacientes inmunosuprimidos, también se puede encontrar
en personas inmunocompetentes; causa dos tipos de enfermedad clinica: la
infeccién focal y la infeccién diseminada que se presenta repentinamente y es
progresiva y fatal, esta Gltima se presenta cuando la cuenta de CD4 en el

14344 | a afeccion pulmonar es la

paciente es menor a 100 células
manifestacion inicial mas comun, seguida por la fiebre de origen desconocido y
lesiones cutaneas. Los pacientes frecuentemente presentan papulas necroéticas
con umbilicacién central®™, nodulos y pustulas en piel y tejido subcutaneo. La
sintomatologia es inespecifica para esta infeccion ya que los signos y sintomas »
encontrados generalmente pueden confundirse con otros tipos de micosis
oportunistas o con tuberculosis, pero en la mayoria de los pacientes se
encuentran los siguientes signos y sintomas comunes: fiebre intermitente,

cefaleas, malestar general y pérdida de peso ['"%%,

Las manifestaciones clinicas que generalmente presentan ambos tipos

de pacientes son:

e Lesiones pulmonares acompafadas de tos, disnea y hemoptosis, asi

como observacioén de infiltrados pulmonares en radiografias de térax.
o Lesiones cutdneas de apariencia diversa como papulas, plstulas y
nédulos, algunas semejantes al molusco contagioso localizadas en la

cara, los brazos y la parte superior del tronco.

 Pérdida de peso, linfoadenopatias, anemia, leucocitosis y hepatomegalia

(frecuente en nifios).
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En ambos tipos de pacientes la infeccion se puede diseminar faciimente
a diversos organos como médula espinal, higado, bazo, tracto gastrointestinal,
cerebro, rifion, corazon, etc., es decir, hay predominio de afeccién en érganos del
sistema reticulo-endotelial iniciando repentinamente con escalofrios, fiebre mayor

a 40°C, tos dolorosa y pleuresia.

Es importante remarcar que clinicamente no hay datos patognomonicos

de la enfermedad por lo cual es dificil hacer un cuadro clinico especifico.

Cada caso clinico de peniciliosis marneffei puede representar tres

posibles procesos!'®:

1. infeccién primaria,
2. reinfeccion y
3. reactivacion de la enfermedad latente.

8.1. Pacientes inmunocompetentes

En pacientes inmunocompetentes ademéas de la infeccion diseminada con
afecciébn multiorganica, se han descrito infecciones linfoganglionares, 6steo-
articulares, pulmonares, orales, nasales, cutaneas, procesos febriles, abcesos y

ulceras 1“8,

Las lesiones osteoliticas pueden ser caracteristicas de enfermedad
diseminada, especialmente entre lactantes y nifos®, asi como Ila

hepatoesplenomegalia“].
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8.2. Pacientes inmunosuprimidos

Los pacientes inmunosuprimidos pueden presentar una alta incidencia de

B4 se puede presentar hiperesplenismo con anemia, leucopenia y

(1]

fungemia

trombocitopenia

La tabla | muestra las principales manifestaciones clinicas en pacientes

inmunosuprimidos VIH-positivos segun Duong (1996).

Manifestacion % Manifestacion %
Fiebre 98 Hepatomegalia 44
Anemia 75 Esplenomegalia 23
Perdida ponderal 71 Pericarditis 4
Lesiones cutaneas 70 Lesiones osteoliticas 4
Linfoadenopatia 52 Artritis 4
Tos 50

Tabla I. Peniciliosis mareffei, manifestaciones clinicas en pacientes

VIH-positivos.
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9. Diagnéstico diferencial

El diagnéstico diferencial tiene como principal objetivo lograr distinguir entre la
peniciliosis marneffei y otras enfermedades infecciosas que presentan
sintomatologia muy parecida a la ocasionada por Penicillium marneffei, que como
se menciondé anteriormente presenta sintomas muy inespecificos. Se ha
encontrado que las fiebres altas observadas en la infeccién por Penicillium

marneffei son inusuales en la tuberculosis'.

9.1. Peniciliosis cutanea
Amibiasis cutanea, criptococosis, esporotricosis, histoplasmosis, infecciones por
micobacterias, molusco contagioso, prototecosis, sarcoma de Kaposi, y
tuberculosis colicuatival®!.

9.2. Peniciliosis diseminada

Histoplasmosis, leishmaniasis diseminada (Kala azar), neumocistosis,

toxoplasmosis y tuberculosis!*’..
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10. Diagndstico de laboratorio

La infeccion ocasionada por Penicillium marneffei se disemina faciimente al
organismo sin un tratamiento adecuado o si éste es administrado tardiamente
provocando en muchos casos la muerte del paciente, por lo tanto un diagnostico
de laboratorio especifico y rapido es indispensable para lograr tratar
adecuadamente a los pacientes. Si tomamos en consideraciéon que la mayoria de
los pacientes infectados por este hongo oportunista son VIH positivos, el
diagnostico de laboratorio toma mucha mayor importancia, dado su estado de
inmunosupresién que los hace ain mas susceptibles de presentar una infeccion
diseminada de forma muy rapida‘’*.

Por esta razén, en los pacientes infectados por el VIH con signos y
sintomas de infeccion diseminada y con lesiones cutaneas similares al molusco
contagioso, naturales de la zona de endemia o que refieran haber tenido
estancias en ésta, se deben establecer procedimientos diagnésticos rapidos

adecuados tanto microbiolégicos como inmunolégicos e histopatolégicos!”.

Las muestras necesarias para realizar los estudios de laboratorio (Figura
6), pueden ser recolectadas de diversas fuentes dependiendo del sitio donde se
esté manifestando la peniciliosis marneffei, se pueden obtener biopsias cutaneas,
material purulento de las lesiones cutaneas, expectoracién o lavado bronquial,

sangre, muestras de otros érganos accesibles y aspirado de médula oseal’

[Departament of Microbiology]

Figura 6. Recoleccion de muestras y observacion al microscopio
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a) Pruebas microbiolégicas

Los examenes en fresco para una observacion microscopica de Penicillium
marneffei no son de mucha ayuda para un diagnéstico presuntivo rapido ya
que de forma similar a Histoplasma capsulatum el examen directo con
aclarantes ofrece muy poca informacion y puede generar falsos negativos.
En cambio tinciones como Papanicolau, Giemsa y PAS son utilizadas
generalmente por que permiten la observacion de levaduras intracelulares
que después se confirmaran con pruebas mas especificas como los ensayos

inmunoquimicos o pruebas moleculares.

El cultivo en medios convencionales es el método diagnéstico de eleccion
y las muestras mas adecuadas son el aspirado de médula 6sea (100% de
rendimiento), las biopsias cutaneas (90%) y la sangre (76%). El
inconveniente de este método es que se requiere mucho tiempo de
incubacion para poder observar los resultados y hacer el diagnodstico, asi

como para comprobar el dimorfismo in vitro.

Los medios de cultivo adecuados para el crecimiento de la forma
levaduriforme de Penicillium marneffei a 37°C son el agar glucosado
Saboraud, agar sangre y agar chocolate, todos sin cicloheximida ni galactosa
como (nica fuente de carbono, ya que inhiben el crecimento del hongo™*®.
Después de 2 a tres dias se comienza a observar el crecimiento de moho
color gris palido con textura aterciopelada con un diametro inicial de 5mm vy
que puede llegar a los 40mm después de dos semanas de incubacion,
exhibe un pigmento rojo soluble que difunde al medio y por el anverso se

observa un color rosado a rojizo (Figura 7).
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Figura 7. Cultivo de Penicillium marmeffei en agar Saboraud. (2msen &t 2. 1984]

Es importante sefalar que en un 63% de los casos es posible efectuar
un diagnostico presuntivo, varios dias antes de disponer de los resultados de
los cultivos, mediante la observacion microscépica de las caracteristicas
artroconidias intramacrofagicas en frotis de médula 6sea o en biopsias
cutaneas teriidos por el método de Giemsa o similares. La identificacion de
los cultivos se realizara atendiendo a las caracteristicas macro vy
microscopicas, y a su dimorfismo termodependiente, ya que como se
menciond anteriormente es la Unica especie dimoérfica del genero

Penicillium'®.

b) Pruebas inmunolégicas

En los dltimos afios se desarrollaron diversos métodos inmunolégicos como
procedimientos alternativos de diagnéstico directo, tomando en consideracién
que la peniciliosis marneffei esta relacionada con la inmunidad mediada por
células, los ensayos antigenicos generalmente utilizados son la deteccion y
cuantificacién de antigeno en orina mediante técnicas de aglutinacién con
particulas de latex sensibilizadas o inmunoenzimaticas (ELISA) (Figura 8), o
las de amplificacién de acidos nucleicos por la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR). Estos ensayos también se pueden utilizar para la

deteccion de anticuerpost*>#%>1
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Figura 8.Equipo para prueba diagnéstica por ELISA de
Penicillium marne/]él-[Depanamem of Microbiology, University of Hong Kong]

A partir de |la década de Ios noventas se desarrollaron diversos métodos
para obtener pruebas de deteccién de antigenos o anticuerpos de Penicillium
marneffei que fueran especificos y rapidos para diagnosticar la infeccién. En
1994 Kwok-Yung y Samsom Sai-Yin Wong evaluaron la eficacia de una
prueba de inmunofluorecencia indirecta para anticuerpos (IFAT) contra
Penicillium marneffei, los anticuerpos determinados fueron IgG, igM e IgA y
se evaluaron dos antigenos, unc para la levadura (fase de multiplicacién en
tejido) y para las conidias en germinacién (fase de inicio de la invasién). Se
encontré que los titulos de anticuerpos 1gG e IgA eran bien cuantificables en
pacientes con la infeccién, y que los anticuerpos IgM no se presentaban
positivos en diluciones 1:10 en pacientes con la infeccibn. La mayor
especificidad se encontré en los casos con altos titulos de IgG*2.

En 1995 Kaufman et al. desarrollaron una prueba de fluorescencia para
anticuerpos contra Penicillium marneffef®®, ellos tenian como referencia que
las formas levaduriformes se tifilen con antiglobulinas contra cultivos de
filtrados de antigenos y contra todos los antigenos celulares de la forma
levaduriforme; ambos tipos de antiglobulinas reaccionan con las formas

ievaduriformes de Penicillium marneffei y de Histoplasma capsulatum pero
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no con sus respectivas formas miceliales por lo que esta prueba es
especifica para la forma micelial de Penicillium marneffei, las antiglobulinas
también fallan al reaccionar con levaduras e hifas de otros hongos
heterélogos. En este estudio también se observd la especificidad de los
antigenos para Penicillium mameffei ya que el suero no fue reactivo para
otras especies de Penicillium. Los resultados revelaron que se pueden
utilizar antiglobulinas especificas para una rapida identificacion de
Penicillium marneffei, producidas por adsorcién con células levaduriformes
de Histoplasma capsulatum[‘“”. El siguiente aio continuaron con los estudios
para desarrollar una prueba de inmunodifusion para detectar antigenos y
anticuerpos de Penicillium marneffei en suero de personas infectadas por
este hongo y una prueba de aglutinacion en latex para antigenos. Los
antigenos consistieron en filtrados de artroconidias de dos semanas. Anterior
a sus estudios ya se habian realizado ensayos por inmunodifusion (Viviani,
1993) y fluorescencia indirecta de anticuerpos (Yuen et al.) El ensayo de
deteccion de antigenos mostré6 ser mas efectivo que el ensayo para
deteccion de anticuerpos en el diagnéstico de Penicillium marneffei para
pacientes inmunocomprometidos!.

En 1998 Cao et al. desarrollaron un sistema de diagnéstico de
peniciliosis marneffei usando un ensayo de inmunoabsorbencia (ELISA)
enlazado a una enzima para hacer una prueba de anticuerpos con una
manoproteina antigénica recombinante purificada de Penicillium marneffei, 1a
Mp1p®“. Para realizar este ensayo se utilizé un gen de Penicillium marneffei,
el MP1 que codifica para la Mp1p, una manoproteina de la pared celular, que
es altamente antigénica y comun a la forma micelial y a la levaduriforme;
esta proteina se produjo en Escherichia coli y después se purifico. Se
obtuvieron altos titulos de anticuerpos anti-Mp1p en el inmunoensayo tanto
en pacientes inmunosuprimidos como en pacientes inmunocompetentes, éste

tuvo una sensibilidad del 80% debido a la alta sensibilidad de la prueba de
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ELISA y a la especificidad de la proteina antigénica, ademas de ser Gtil para
]

diferenciar la penicilliosis marneffei de la tuberculosis®™.

MP1 es el primer gen clonado que codifica para una proteina antigénica
de Penicillium marneffei. El estudio con modelos animales demostrd una muy
limitada reaccion cruzada con anticuerpos de diferentes hongos patégenos
en la determinacién de anticuerpos de peniciliosis, probablemente porque
Mp1p es unica para Penicillium marneffei y no se encuentra en otros hongos
patégenos. Se debe notar que tanto los ensayos con antigenos como con
anticuerpos son necesarios para un serodiagnostico de la peniciliosis. Una
prueba de anticuerpos puede ser mas informativa para pacientes con mejor
inmunidad humoral. De cualquier forma cuando existe una inmunidad muy
baja y la cantidad de hongos se incrementa es mas Util una prueba
antigénica. La inmunodifusién y aglutinacién en latex son especificas y
sensibles para detectar antigenos de Penicillium marneffei, estas pruebas
pueden complementarse con un ELISA hecho con anticuerpos anti-
Penicillium marneffei. La proteina Mp1p puede ser utilizada para la deteccién
de antigenos y anticuerpos, y la combinacién de ambos ensayos tiene una
sensibilidad y unos valores predictivos negativos y positivos del 88%, 96% y
100%, respectivamente!?®2"5%,

Continuando los estudios de antigenos en 1997 Chongtrakool et al.
estudiaron la inmunoreactividad de un antigeno de 38Kd especifico de

Penicillium marneffel®"

. Encontraron que este componente no podia ser
identificado en extractos antigénicos de otros hongos cuyas caracteristicas
infecciosas pueden ser confundidas con Penicillium marneffei, por lo tanto es
atil para un diagnéstico especifico de esta infeccion ya que éste antigeno de
38Kd es altamente inmunogénico, especifico y comiunmente asociado con el
desarrollo celular; también puede ser secretado en forma soluble por el
hongo en crecimiento tanto en la forma miceliar como en la levaduriforme,

apareciendo el antigeno en ambas fases con la misma forma molecular.
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Aplicando este antigeno en una deteccién por aglutinacién en latex contra el
suero de los pacientes con Peniciliosis marneffei se puede diagnosticar esta
infeccion de forma segura y rapida incluso en pacientes que presenten

infecciones fangicas mixtas.

En la actualidad y con base en los descubrimientos acerca de la
deteccion de antigenos, se han desarrollado pruebas para detectar
antigenos séricos y urinarios por medio de un ELISA y una aglutinacion en
latex utilizando anticuerpos monoclonales, estas técnicas han resultado ser
altamente especificas asi como recomendables para el diagnéstico de rutina

rapido y especifico>*.

b) Pruebas moleculares

Se ha experimentado con pruebas moleculares para la identificacion de
aislados y descrito métodos de deteccion de exoantigenos por ELISA y
técnicas de PCRIP"%8:59,

En 1995 LoBuglio et alP® evaluaron la posicion filogenética de
Penicillium marneffei con base en secuencias nucleotidicas de regiones de
ADN ribosomal mitocondrial y nuclear, para que el conocimiento de ésta
facilitaréa el disefio de iniciadores secuenciales o “primers” unicos de
oligonucleétidos que transcriban regiones especificas de ADN ribosomal
nuclear y poder hacer una amplificacién especifica por PCR el cual puede ser
usado para la identificacién de Penicillium marneffei en material clinico.
Encontraron que la combinacién de primer denominada PM2-PM4 fue 100%
exitosa para amplificar el ADN de Penicillium marneffei . La identificacién con
base a un PCR es un método de diagndstico preciso y rapido para reconocer
agentes infecciosos de muestras clinicas, ademas el PCR ha sido un exitoso
sistema de identificacion para extractos de ADN de diferentes tipos de

fuentes como tejidos, citologias, sangre y frotis de médula ésea,
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preparaciones de cromosomas en portaobjetos y especimenes de varias

décadas de antigliedad.

En 1996 Nongnuch et al. realizaron un andlisis con endonucleasas de
restriccion para diferenciar ADN de Penicillium marneffei, encontrando ADN
Tipo | que consiste en seis bandas con tamarios 18.0, 6.5, 4.6, 3.3, 29 vy
2.5kbp y ADN Tipoll con siete bandas con tamafos 18.0, 6.5, 3.3, 2.9, 2.7,
2.2 y 2.0kbp. Los resultados indicaron que las enzimas Cfo y Haelll pueden
digerir el ADN de Penicillium marneffei, lo cual es util para analizar la
existencia de multiples genotipos del hongolso].

En 2001 se realiz6 una tipificacion molecular con la enzima de restriccion
Notl y una electroforésis en gel, encontrandose 54 cortes, los cuales se
pueden agrupar en dos grupos MPI y MPIl con nueve subtipos (MPla aMPIf
y MPlla a MPlIc). Se encontr6 que este método es muy bueno para tipificar

cepas de Penicillium marneffei con el mismo tipo de ADN 2.
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11. Tratamiento y profilaxis

La infeccion diseminada ocasionada por Penicillium marneffei es un proceso
grave que se asocia a una mortalidad muy elevada en ausencia de un
tratamiento especifico, en muchos casos ocurre que aunque el paciente ha sido
tratado exitosamente sufre recaidas que pueden provocarle la muerte®®, de
manera similar a Histoplasma capsulatum®, ya que ambos afectan
intracelularmente y tienen un alto potencial biético, por lo tanto es recomendable
un tratamiento de mantenimiento después de la curacién de ias manifestaciones
clinicas para evitar que el hongo permanezca latente en el organismo del
paciente #0¢1,

" Penicillium marneffei es sensible in vitro a la accion de la anfotericina B,
itraconazol, ketoconazol, miconazol, terbinafina y voriconazol, mientras que su
sensibilidad a fluconazol y 5-fluorocitosina es variable, la mayoria de los
antimicéticos actuan interfieriendo la ruta biosintética del ergosterol que forma
parte de la pared celular de los hongos impidiendo la formacion de la misma %2,
Algunos de estos farmacos presentan inconvenientes, como el miconazol que
solo se encuentra disponible en preparaciéon intravenosa y es muy toxico; el
itraconazol es una buena opcidon ya que es un triazol de amplio espectro
antifangico con buena farmacocinética y una toxicidad relativamente baja; y el
ketoconazol es menos activo que el itraconazol y puede ocasionar
hepatotoxicidad %%,

Por lo tanto el tratamiento comunmente recomendado para la infeccion
grave, segun los estudios realizados en pacientes sanos e
inmunocomprometidos (Sirisanthana, 1998), con curacion clinico-microbiol6gica
en 97.3% de los casos, consiste en la administracion inicial de anfotericina B
endovenosa (0.6 mg/kg/dia) (Figura 9) durante dos semanas al igual que para
Histoplasma capsulatum, seguida de una dosis oral de itraconazol (200 mg/12 h)
(Figura 10 ) durante 10 semanas. En los procesos menos graves en pacientes

inmunocompetentes se puede suprimir el ciclo inicial con anfotericina B©*%L
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- . . L ios Bristol Mi Squibb
Figura 9. Diferentes presentaciones de anfotericina Bl-2°oraierios Bristol Meyers Squibb]

. . . . L istol M bb
Figura 10. Diferentes presentaciones de itraconazoll-2>°ratorios Bristol Meyers Squibb]
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Debido a la elevada frecuencia de recaidas, 60% durante el primer afio
en pacientes inmunosuprimidos, es recomendable la utilizacion de
quimioprofilaxis secundaria mantenida con itraconazol por via oral (200 mg/24 h),
sobre todo en pacientes que tengan bajos conteos de células CD4, este
tratamiento ha demostrado ser bastante eficaz y seguro incluso en pacientes con
SIDA, aunque es caro y por lo tanto de dificil acceso a pacientes de bajos
recursos 040,

Hasta ahora no se ha encontrado alguna vacuna efectiva y barata contra
la peniciliosis marneffei, sin embargo, se han realizado estudios que parecen
prometedores utilizando el antigeno Mp1p que es secretado por la pared celular
con el fin de poder administrarse via intramuscular o mucosa oral en personas
asintomaticas con alto riesgo de infeccién por vivir o haber estado en zonas

endémicas de este hongo oportunista ©2":806469,
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12. Conclusiones

e  Penicillium marneffei es un hongo oportunista dimérfico que causa una
infeccion  sistémica  (peniciliosis  marneffei) en pacientes
inmunodeprimidos, principalmente los afectados por el virus del VIH.

e lazonaendémica de Penicillium marneffei es el sudeste de Asia y sur de
China, pero la infeccién se ha extendido a diferentes partes del mundo
rapidamente debido al aumento de los viajes intercontinentales y la
apertura de fronteras para la inmigracion.

e El principal reservorio de este hongo es la rata de bambu (Rhizomys
sinensis) asi como sus madrigueras y heces fecales.

e La principal via de entrada del hongo al organismo humano es por
inhalacién de conidias.

e No se han reportado casos de contagio de peniciliosis maerneffei entre
humanos.

e Penicillium marneffei es considerado como un marcador de SIDA en su
zona endémica, segin Io reportado por el Ministerio Publico de
Tailandia.

¢ Los métodos de diagnodstico més rapidos y efectivos para la deteccién de
la infeccion son las pruebas inmunolégicas por medio de deteccién de
antigenos utilizando la prueba de ELISA.

» El tratamiento para esta infeccion se realiza con anfotericina B y una

quimioprofilaxis de seguimiento con itraconazol.
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